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Inledning

Huvuddelen av den ultravioletta stralning som nar jordytan har en vagliangd mellan 320 och
400 nm (UV-A). UV-stralning med kortare vaglingd (UV-B 290 - 320 nm; UV-C < 290nm)
filtreras bort av bl.a. det ozonlager som omger jorden. Emellertid dr, UV-A den UV-stralning
som nar jordytan tillrackligt energirik for att pdverka ett stort antal kemiska foreningar sé att
deras kemiska- fysikaliska egenskaper forandras (Environmental Chemistry, 1994).
Polycykliska kolviten (PAH), som &r vanliga fororeningar i jord och vatten, adsorberar UV-
stralning och genomgar s.k. fotokemiska processer dar bl.a. kemiskt reaktiva mellanprodukter
bildas, t.ex. fria radikaler. Om en sddan fotokemisk reaktion d4ger rum i en levande cell kan
stora skador uppsta pa viktiga cellkomponenter sisom membraner eller DNA. Vid franvaro av
UV-A reduceras reproduktionen hos vattenloppa (Daphnia mgana) under en 21-dagarsperiod
med c.a. 14 % vid en antracen-koncentration pé 8,2ug/l. Belyses djuren med UV-A (117
uwW/cm?) dér 70 % av djuren och reproduktionen hos Gverlevande djur 4r 69 % ligre 4n
kontrollen efter 21 dagar. Kénsligheten hos vattenvéxter for bens(a)pyren, antracen, och deras
reaktionsprodukter 6kar pa samma sétt som hos fisk vid samtidig exponering for solljus
(Arfsten et al 1996).

Det vanligaste explosivimnet som anvéands av forsvaret, TNT, adsorberar UV-strdlning och
omvandlas till nya produkter. I naturligt vatten dr halveringstiden sommartid ca 14 timmar pa
en latitud motsvarande 50 °N som ar i hojd med Prag (Mabey et al 1983). Davenport et al
(1994) visade att UV-ljus i kombination TNT eller diamino — och dinitrotoluener inverkade
negativt pa utvecklingen av dgg fran sjogurka (Lytechinus variagatus) och pa dverlevnaden av
vattenloppan D. magna (Davenport et al 1994). Dessa exempel visar att samspelseffekter
mellan kemikalie och UV-ljus kan vara av vésentlig betydelse fore ett amnes effekter pa
vaxter och djur. De explosivimnen som finns i militir ammunition sprids till mark och vatten
vid produktion, anvdndning och destruktion.. Mot bakgrund av den rapport Davenport et al
(1994) presenterat ska samverkanseffekter mellan kemikaliens inneboende egenskaper och
yttre faktorer sdsom UV-strdlning rdknas in vid beddmningen av ett explosivimnes
miljofarlighet.

Ett led i forsvarets miljoarbete édr utbytet av miljofarliga produkter mot sadarna som betraktas
som mindre miljofarliga. Av bl.a. militdr- och miljostrategiska orsaker utvecklas darfor
erséttare till dagens explosivimnen som ska vara béttre anpassade till dagens behov. De fyra
dmnen (CL-20, FOX-7, FOX-12 och ADN) som ska inga i denna undersokning ar potentiella
explosivimnen for militért bruk. Alla fyra ar framtagna och syntetiserade vid institutionen for
Energetiska material, FOI, Avd f6r Vapen och Skydd. Avsikten med denna undersdkning &r
att 1 toxicitetstest pa vattenloppa studera om UV-A samverkar med dessa explosivimnen
toxikologiskt.

Material och metoder

Testamnen

CL-20, (hexanitrohexaazaisowurzitan), FOX-7 (1,1-dinitro-2,2-diaminoeten) FOX-12
(guanylurea dinitroamid) och ADN (amoniumdinitroamid) &r alla kristallina vid
rumstemperatur.
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UV-A belysning
For exponeringen av djuren for UV-A anvindes PHILIPS TL 20W/09 ljusror. Armaturen med
ljusroren var placerad 45 cm ovanfor bagarna med djuren.

Testorganism

Vattenloppan, Ceriodaphnia dubia, anvinds som testorganism och ir en gava fran ELK AB i
Linkdping. Den har hillits 1 kontinuerlig odling vid FOA/FOI NBC sedan hdsten 1999. Djuren
odlas 1 skalar (700ml) med 500 ml 50 % ADaM-medium (vattenhardhet ca 180 mg CaCOs/1)
som har ett pH pa 7,9-8,2 (Kliittgen et al 1994), vid rumstemperatur (24 °C£1) och en
ljusregim pa 16 timmar ljus och 8 timmar morker. Odlingsmediet framstélls genom tillsats
(0,166 g/1) av syntetiskt havssalt (Wiegandt GmbH & KG. Tyskland), kalcium (CaCl,),
natrium (NaHCOs) och selen (SeO,) till kranvatten (tabell 1). Djuren matas dagligen med
encelliga gronalger (Selenastrum capricornutun och Chlamydomonas rainharti) (Rodgers, Jr,
J H. 1989). Till odlingsmediet sitts vid varje vattenbyte fiskvitamin (SEVITA Vitamin till
akvariefiskar) motsvarade 1 droppe/10 liter vatten samt 0.5 ml extrakt av cerofyll (SIGMA
Ceral leavs). Odlingsmediet byts tva ganger per vecka. Dagligen rensas kulturen frdn ungar.

Tabell 1. Sammansittning av odlings- och testmedium
for vattenloppa, Ceriodaphnia dubia (Kliittgen et al 1994).

Amne Slutkonc. i medium (mg/1)
Syntetisk havssalt *
166
CaClLx2H,0 135,24
NaHCO; 27,72
SeO, 0,07

*Wiegandt GmbH & KG. Tyskland
Vid forsoken anvinds enbart ungar som ar yngre &n 24 timmar. Ungarna plockas fran
odlingsmediet med hjilp av en pastdrpipett vars spets kapats och sedan rundsmaélts over en

laga.

Testsystemet har foljande sammanséttning.

Djur: Ceriodaphnia dubia (vattenloppa) <24 timmar
Testmedium: ADaM medium utspdtt med lika delar kranvatten (detsamma som djuren
odlas 1)

Cerofyllextrakt

Fem gram grovt malda unga veteblad (Ceral Leaves, Sigma, Lot: 88H1162) slammas upp i en
liter kranvatten. Blandningen far std under omrorning 6ver natten. Efter ca 24 timmar
sugfiltreras blandningen genom ett pappersfilter (Munktell, porstorlek 00). Filtratet delas upp i
50 ml plastror med skruvkork och forvaras vid —20°C. I kyl kan extraktet forvaras upp till en
vecka.

Algkultur

Gronalgerna Selenastrum capricornutum och Chlamydomonas rainharti har odlats vid FOI
NBC-skydd i Umeé sedan 1997. S. capricornutum kom ursprungligen frain CBDCOM
(Chemical and Biological Defense Command), Aberdeen Proving Ground, USA, och C.
rainharti har erhéllits fran University College London som giva. Bida algerna anvindes som
foder till vattenloppa. Algerna odlas i E-kolvar (8 L) i en temperaturreglerad (25+0,5 °C)
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kammare med konstant belysning (8000 Lux). Algerna hélls svivande i mediet med hjélp av
omrdrarmagnet. Varje ny odling av alger i E-kolv startas upp fran en ren algkultur
(stamkultur) odlad pé agarplatta.

Stamkulturerna av algerna odlas i petriskél pa agar baserad péa odlingsmedium for gronalg och
agar-agar. Odlingsmediets sammanséttning visas i tabell 2. Stamkulturens renhet fran
bakterier kontrolleras regelbundet genom odling pé agarplatta.

Tabell 2. Koncentration av makro och mikronédringsimnen i odlingsmedium och testmedium
for gronalger (Murashige and Skoog, 1962)

Makroniringsimnen | mg/l Mikroniringsimnen pg/L
KNO; 190 H3BO; 620
NH4NO; 165 MnSO,4 * H,O 1690
CaCl, 33,2 KI 83
MgSO4 18,1 CoCl, * 6H,O 2,5
KH,PO4 17 CuSO4 * 5SH,O 2,5

Na;MoO4 * 2H,0 25
ZnS0O4 * TH,0O 860
FeNaEDTA 3670

Vitaminer mg/l

Glycin 0,2

Myo-Inositol 10

Nikotinsyra 0,06

Pyridoxin HCI 0,06

Tiamin HCI 0,01

Till varje liter sétts dven 1g Mops (Sigma) och 1g natriumacetat (Merck). Losningens pH sitts
till 7,4.

Alg fran odling i1 8 L-E-kolv anvéndes som foder till djuren. Algerna koncentreras frn
odlingsmediet med hjélp av en centrifug. Koncentratet av algerna slammas upp och tvittas i
MilliQ-vatten i tre omgangar fore de kan anvéndas som foder.

Toxicitetstest

Vattenloppa

Experimentet dr ett akut toxicitetstest och foljer, med undantag for odling, antal replikat och
testvolym, proceduren som beskrivs i SS028180 [SIS 1982 Water quality — Determination of
the inhibition of the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)]. Tio juvenila
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dafnier (<24 timmar gamla djur) sattes till 30 ml biagare fyllda med 15 ml testmedium. Tre
replikat av varje testkoncentration undersoktes. Exponeringstiden var upp till 48 timmar.

Forsoksbetingelser

Vid undersdkningarna anvandes samma medium (ADaM-medium) som vid odlingen av
djuren. Testerna genomfordes vid en temperatur pa 25°C och med ljusregimen 16 timmar
ljus/8 timmar morker. Djuren matades under forsoket.

Tre replikat av vardera testkoncentration belystes med UV-A (600uW/cm?) i 6 timmar fran
teststart. I forsoket med FOX-7 exponerades djuren for UV-A i 12 timmar (6 timmar fran
teststart kI 16°° samt 6 timmar ytterligare morgonen dérp4). Djuren belystes direfter med
samma ljus som djuren i de vriga tre replikaten.

Beredning av testlosning

Stamlosning av ADN (500 mg/1) bereddes i E-kolv 1000 ml ADaM-medium. FOX-7, CL-20
respektive FOX-12 dr begriansat 10sliga i1 vatten. Stamldsningar (tillsatt 80 mg testsubstans/l)
av dessa tre testsubstanser bereddes i E-kolv med 750 ml medium. For att pdskynda
uppldésningen av substans sattes testlosningen under omrérning med magnetomrorare dver
natten (18 timmar). Stamlosningen antas efter denna tid vara méttad med avseende pa
testsubstans (Girling et al 1994). Fore anvdndning filtrerades losningarna genom ett
polykarbonatfilter (Sattorius, med porstorlek 0,45 um) for att avldgsna eventuella partiklar.
Koncentrationerna for CL-20 och FOX-12 i respektive stamldsning bestimdes med hjélp av
HPLC-teknik med UV-detektion.

Analyser

Analys av koncentrationerna for CL-20 och FOX-12 i respektive stamldsning har gjorts.
Halten CL-20 var 7,8 mg/I och halten FOX-12 var 80 mg/l (Lars Hagglund, 2002).
Koncentrationerna for ADN och FOX-74r nominella.

Registreringar

Den effektvariabel som anvédndes vid undersokningarna var andelen immobiliserade djur 1
testlosningarna efter 24 och 48 timmars exponering. De exponerade djurens allménstatus
noterades vid avvikelse frdn obehandlade kontrolldjur. Vattenlopporna bedémdes som
immobiliserade om de inte kunde héalla sig simmande i 15 sekunder sedan vattnet forsiktigt
forsatts 1 rorelse. ECsg dr den berdknade koncentration dér 50 % av djuren dr immobiliserade.
Vattnets temperatur, pH, konduktivitet och syrehalt (Metler Instruments) bestdmdes i1 kontroll,
lagsta och 1 hogsta testkoncentration bade fore teststart och efter det att undersdkningen
avslutats. Totalhardheten uttryckt som mg CaCOs/1 hos spradningsmediet bestdmdes fore
teststart (Macherey-Nagel: Visoclor, Test Kit, Total hardness H 20F). Temperaturen noterades
vid teststart och i samband med avldsningarna (24 och 48 timmar) av antalet immobiliserade
djur. Vattenlopporna noteras som immobiliserade nér djuren inte formar rora vare sig
simorgan eller kropp efter latt stimulering.

Berakningar
24 respektive 48 timmars ECsy (95 % konfidensintervall) genom probitanalys (SPSS
programvara).
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Resultat

Beriknade ECso-virden finns redovisade i tabellerna 3 och 4. Overlevnaden hos obehandlade
djur (kontroll) i bade UV-A behandlade och ej UV-A behandlade var 100 %. Vid belysning
med UV-A forsokte djuren soka skydd genom att trycka mot bagarnas botten. Sa snart
belysningen med UV-A upphorde atergick djuren till att utnyttja hela vattenvolymen i
bagarna. I tabell 3 visas resultaten fran forsoken.

CL20

Den akuta toxiciteten (ECsg) for CL-20 efter 48 timmar utan UV-A belysning berdknades till
6,4 mg/l. Belysning i 6 timmar med UV-A 6kade den akuta toxiciteten for CL-20 med en
faktor 2 och andelen stamldsning 1 testmediet for immobilisering av 50 % av djuren (ECs)
efter 48 timmar sanktes till 3,6 mg/l. I den UV-A belysta gruppen simmade de djur som inte
var immobiliserade mérkbart langsamt (sederade). Effekten var relaterad till koncentrationen
CL-20. Efter 24 timmars exponering var samtliga mobila djur i den hogsta
testkoncentrationen sederade, medan djuren i den lagsta var opaverkade.

FOX-7

Den hogsta testkoncentrationen (100 %) av FOX-7 motsvarar 83,75 mg substans tillsatt till 1
liter medium. Denna 16sning och koncentrationerna diarunder gav inte upphov till nagra
toxiska symtom 1 ndgon av grupperna.

FOX-12

Belysning av testbdgarna med UV-A (6 timmar) 6kade substansens toxicitet patagligt. ECsg
for FOX-12 1 den UV-A behandlade gruppen var efter 24 och 48 timmar 68 respektive 39
mg/l. Motsvarande ECs, viarden for den ej UV-A exponerade gruppen var >80 respektive 61
mg/l. Vattenlopporna uppvisade inga avvikande beteenden som kan anses vara relaterade till
exponeringen.

ADN

Belysning med UV-A 6kade ADN:s toxicitet for C. dubia med en faktor 5. Fér den grupp som
inte belystes med UV-A uppndaddes inte 50 % immobilisering av djuren efter 24 timmars
exponering. Efter 48 timmars exponering berdknades ECs till 462 mg/l. Belysning med UV-
A medforde 100 % immobilisering ner till 148 mg/I redan efter 24 timmar. EC50 efter 24 och
48 timmar berdknades till 99 respektive 88 mg/l. Testmediets pH sjonk med stigande
koncentration ADN. Kontrollernas pH var 8,1 - 8,2 oberoende av belysning. I den UV-A
behandlade gruppen var pH i den hdgsta testkoncentrationen vid forsokets avslutning
vésentligt lagre &n kontroll (pH 5,4 — 5,8). Vattnets pH steg med sjunkande testkoncentration
och var i den lagsta 7,9 — 8,0. I den grupp som ej behandlats med UV-A noterades ocksa en
pH-gradient men ej sa markant. I den hogsta testkoncentrationen var pH 7,7 till 7,8 och i den
lagsta 8,1-8,2.
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Tabell 3. Inverkan av UV-A pd ECsg (95 % konfidensintervall)
for CL-20, FOX-7, FOX-12 och ADN efter 24 timmars

exponering av Ceriodaphnia dubia

Substans UV-A ECsg 95% CI
+5) (mg/l) (mg/1)

CL-20 + 7,0 b

CL-20 — >7.8 -

FOX-7 + >83,75°¢ -

FOX-7 — >83,75°¢

FOX-12 + 67 61— 78

FOX-12 - 94¢ 82— 127

ADN + 99 85— 109

ADN — >500 ¢ -

a UV-A exponering (+); Ej UV-A exponering (-)

b Inget konfidensintervall beréknat

¢ EC50 ¢j berdknat da for & djur var immobiliserade vid avldsningen
d EC50 > @n den hogsta testade koncentrationen

Tabell 4. Inverkan av UV-A pa ECs (95 % konfidensintervall)

for CL-20, FOX-7, FOX-12 och ADN efter 48 timmars
exponering av Ceriodaphnia dubia

Substans UV-A ECsg 95% CI
(+/)° (mg/1) (mg/1)

CL-20 + 3,6 3,9-3,8
CL-20 - 6,4 5,1-7,8
FOX-7 + >83,75°¢ -

FOX-7 - >83.75° ;
FOX-12 + 39 36 -43
FOX-12 — 61 54 -172
ADN + 88 b

ADN — 462 431-495

a UV-A exponering (+); Ej UV-A exponering (-)

b Inget konfidensintervall beréknat

¢ EC50 ej berdknat da for fa djur var immobiliserade vid avldsningen
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Diskussion

FOX-7 var till skillnad fran de 6vriga testade explosivimnena inte akut giftig for vattenloppa
med eller utan belysning med UV-A. Detta innebdr dock inte att UV-A inte skulle paverka
effektnivan for FOX-7 under konstant belysning eller vid exponering i mer dn 8 dagar.

Tidigare toxicitetsundersokningar har visat att toxiciteten fordndras hos aromatiska substanser
som TNT, antracen eller pyren vid belysning av ultraviolett ljus. Effektkoncentrationerna av
TNT, 4-aminodinitrotoluen (4ADNT) och 2-aminodinitrotoluen (2ADNT) pa vattenloppa
sanks med en faktor pd 3 till 5 vid samtidig exponering av djuren for UV-A (Johonson et al
1994). Pé liknande sétt 6kar toxiciteten av pyren pa vattenloppa vid samtidig belysning med
UV-B (Nikkila et al 1999). Fordndringen av effektnivan hos CL-20 och FOX-12 var inte lika
dramatisk och beror sannolikt pé att dessa foreningar inte har kemiska egenskaper som liknar
den hos exempelvis antracen. Emellertid var belysningen med UV-A endast 6 timmar initialt
under forsoket. I undersdkningarna av Johnson et al 1994 och Nikkild et al 1999 exponerades
djuren under hela forsoket for UV. Detta kan vara en bidragande orsak till den storre
differensen mellan UV-exponering och icke UV-exponering.

Okningen av toxiciteten hos ADN vid UV-A belysning var lika stor som konstaterats for TNT
och dess omvandlingsprodukter. Okningen i ADN:s toxicitet beror dock sannolikt pd UV-A
paskyndar omvandlingen av dinitroamin till bl.a. salpetersyra. Bildning av nitrat ur
dinitroamid har pdvisats efter exponering for naturligt ljus i norrfonsterlége (Persson 1997).
Analys av testlosningarnas pH vid forsokets avslutning visade pa sjunkande vérden vid
stigande koncentration av ADN i testlosningen. Det ldga pH-vérdet kan vara en av de direkta
orsakerna till den hoga toxiciteten hos ADN vid UV-A-belysning.

Det som dr anmarkningsvart i detta forsok ar att belysning med UV-A de 6 forsta timmarna av
exponering for explosivimnena 6kade toxiciteten av CL-20, FOX-12 och ADN. Detta antyder
att UV endera i kombination med testsubstansen genererar skador i vitala organ hos
vattenlopporna som pa sikt dr dodliga efter 48 timmar, eller att explosivimnena fordndras
fotokemiskt och den bildade produkten &r mer toxisk &n moderprodukten.

I det fortsatta arbetet bor UV-A och dess inverkan pa explosivimnenas effekt pa
reproduktionen hos vattenloppa undersokas. Detta bor ge ett matt pa om effektnivan for
substanserna foréndras.
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De explosivdmnen som i dag anvands inom forsvaret uppfyller i manga fall inte moderna miljokrav med
avseende pa biologisk nedbrytbarhet och toxicitet. Intensiv forskning pagar for att ersatta dagens
miljofarliga explosivamnen med nya som ar mindre miljéfarliga. Inom ramen for projektet "Metoder for
Miljériskbeddomning” genomfors forskning for att i ett tidigt skede karakterisera nya explosivamnens
ekotoxikologiska egenskaper.

| denna undersokning har den inverkan ultraviolett ljus (UV-A) har pa den akuta giftigheten pa CL-20,
FOX-7, FOX-12 och ADN undersdkts. FOX-7 hade ingen akuttoxisk effekt vid den hdgsta testade
koncentrationen, 83 mg/l, i kombination med eller utan belysning med UV-A. Fér CL-20, FOX-12 och
ADN o6kade den akuta toxiciteten efter 6 timmars belysning med UV-A.
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Abstract (not more than 200 words)

Most explosives that are used today were developed during a time when environmental impacts were
not considered. Today great efforts are put into the development of new explosives less hazardous to
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In this paper we present results from investigations of the influence of UV-A on the acute toxicity of
four new explosives (FOX-7, CL20, FOX-12 and ADN) in the water flea Ceriodaphnia dubia. The
highest used concentration (83 mg/l) of FOX-7 was not acute toxic on its own or in combination with
UV-A. The 48h ECs, values for CL-20, FOX-12 and ADN were 6.4, 61 and 463 mg/I, respectively. In
combination with UV-A the toxicity was significantly enhanced for these three explosives. The influence
of UV-A radiation on the effect-related properties of the explosives is of significant importance when
assessing the impact that any chemicals may have on the biota.
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